NUKLEIK ASID TEKNIKLERI
(DNA VE RNA)



NUKLEIK ASITLER

* Nukleik asitler, nukleotit denilen monomerlerden olugsmus yuksek molekul
agirhkh biyopolimerlerdir.

‘I' Organik boz =g
m + + Organik boz s

Nukleozit= purin/pirimidin baz + seker
Nukleotit= nukleozit + fosfat

Nukleotidler baglanarak niikleotid zincirlerini (ntkleik asit polimerlerini)meydana getirirler.
Bu baglanma seker-fosfat arasinda fosfodiester baglariyla saglanir.

Iki cesit niikleik asit vardir. Niikleik asitler icerdikleri karbohidratlara gore
isimlendirilirler:
a-D-riboz icerenlere ribonukleik asit (RNA)

a-D-deoksiriboz icerenlere deoksiribonukleik asit) DNA denir.
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Nukleozit, nukleotit adlandirmasi

Nukleozit Nukleotit Nukleik asit

Deoksiadenozin Deoksiadenilat DNA

Deoksiguanozin Deoksiguanilat DNA

Pirimidinler

Deoksisitidin Deoksisitidilat DNA

Timin Timidin Timidilat DNA
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Sekil : Nukleik Asitlerin Yapi Elemanlarn



e Nukleik asitlerin baslica RN,
fonksiyonu genetik bilgi = e PRGN

aktarimini saglamaktir.

* Bazi RNA turleri
(Ribozimler)katalizor

olarak da islev gorurler.

‘ DNA RNA Protein

Replikasyon Transkripsiyon Translasyon
m-RNA
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Yapisal ve islevsel
Proteinler

Hiicre bolunmesi = Yasamsal olaylar Yagamsal olaylar



http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=0cogJHEKyxdK8M&tbnid=mzSQ_lOmJjV_WM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.hyahya.org/tr/Kitaplar/704/hucredeki-mucize/chapter/416&ei=br1wU5LGGYXbOffwgKgB&bvm=bv.66330100,d.bGQ&psig=AFQjCNGMOWloHn5vmwgwrB0q2I6nOz0aUw&ust=1399983809010718
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=0cogJHEKyxdK8M&tbnid=mzSQ_lOmJjV_WM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.hyahya.org/tr/Kitaplar/704/hucredeki-mucize/chapter/416&ei=br1wU5LGGYXbOffwgKgB&bvm=bv.66330100,d.bGQ&psig=AFQjCNGMOWloHn5vmwgwrB0q2I6nOz0aUw&ust=1399983809010718

DNA'nin Molekuler Yapisi

Insan kromozomunu olusturan DNA milyonlarca niikleotidden olusur.

DNA double helix

Rl UY) \‘!|||{|\,&‘{|{

I.

”I: P . .
@A Core histone dimers:
") — 2xH2A/H28B
X @ #X_ 2xH3/H4
& — &
ﬁ

‘Beads on a string’
form of chromatin

Chromatin fiber of
packed nucleosomes

Kromozom

Cekirdek

Telomer

Sentromer

Telomer

DNA H1 histone

» Nucleosome

LW V J

Core of 8 Histone Moalecules

Nucleosome



http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=vOPb5BvTn5ziSM&tbnid=YmmeHSlqS8Kf3M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.nature.com/nrneph/journal/v6/n6/fig_tab/nrneph.2010.55_F2.html&ei=uYtwU5_iK8TbPJu8gMAN&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNE4DIGW55PzdHhI-lVOPbCk1OWD1Q&ust=1399970389908363
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=vOPb5BvTn5ziSM&tbnid=YmmeHSlqS8Kf3M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.nature.com/nrneph/journal/v6/n6/fig_tab/nrneph.2010.55_F2.html&ei=uYtwU5_iK8TbPJu8gMAN&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNE4DIGW55PzdHhI-lVOPbCk1OWD1Q&ust=1399970389908363
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=bRg4mIw_AVnZ5M&tbnid=KkRD6khUmme6nM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Chromosome_Turkish_Text.png&ei=qYpwU6SBM4KNOKmHgMgO&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNE4DIGW55PzdHhI-lVOPbCk1OWD1Q&ust=1399970389908363
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=bRg4mIw_AVnZ5M&tbnid=KkRD6khUmme6nM:&ved=0CAUQjRw&url=http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Chromosome_Turkish_Text.png&ei=qYpwU6SBM4KNOKmHgMgO&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNE4DIGW55PzdHhI-lVOPbCk1OWD1Q&ust=1399970389908363
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=JMhjMI2HiUBCPM&tbnid=iuLdOpUEqpRpSM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.genetikpaylasim.com/dnanin-kromozom-biciminde-paketlenmesi.html&ei=zopwU7rcJcHVPN7OgOAI&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNE4DIGW55PzdHhI-lVOPbCk1OWD1Q&ust=1399970389908363
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=JMhjMI2HiUBCPM&tbnid=iuLdOpUEqpRpSM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.genetikpaylasim.com/dnanin-kromozom-biciminde-paketlenmesi.html&ei=zopwU7rcJcHVPN7OgOAI&bvm=bv.66330100,d.bGE&psig=AFQjCNE4DIGW55PzdHhI-lVOPbCk1OWD1Q&ust=1399970389908363

BRY AN BRANDeENBURG




BAZ NUKLEOSIT NUKLEOTIT

Adenin (A) Deoksiadenozin Deoksiadenozin-5
monofosfat (AAMP)
Difosfat (dADP)
Trifosfat(dATP)

Guanin (G) DeoksiGuanozin Deoksiguanozin-5
monofosfat (dGMP)
Difosfat (dGDP)
Trifosfat(dGTP)

Timin (T) Deoksitimidin Deoksitimidin-5
monofosfat (dTMP)
Difosfat (dTDP)
Trifosfat(dTTP)

Sitozin (C) Deoksisitidin Deoksisitidin-5
monofosfat (dACMP)
Difosfat (dCDP)
Trifosfat(dCTP)



DNA’ nin molekduler yapisi

 DNA (Deoksiribonukleik asit) bir polimerdir.
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* [A]=[T]
* [G]=[C]
* [AIH[G]=[T]+[C] dir

e Cift zincirdeki Adenin ile Timin arasinda iki, Guanin ile Sitozin
arasinda Uc¢ tane hidrojen bagi bulunur

(A) (c)

Two hydrogen = o
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bonds attract G and C:
H
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DNA YAPISI

1 Deoksribo niikleik asit
J Genetik bilgiyi kodlar
 Cift iplikli yapidadir

1 Nikleotidlerden olusur

J DNA'nin yapisinda kalitsal 6zelliklerimize etki
eden yapilar olan genler bulunur.

J Korunma mekanizmalari vardir.

1 Mutasyonlar gecirerek degisiklige ugramis
oolgeleri vardir.




RNA YAPISI

d RNA'daki her nikleotit bir riboz
sekeri icerir.

(JRNA da Timin yerine Urasil
bulunur. |
1 RNA'yI DNA'dan farkl kilan 6nemli f
bir fark, RNA'nin cifte sarmalll \
kisimlari A-sekilli olur,

DNA'da yaygin olarak gortlen B
sekillidir. A-sekilli sarmalin buyuk
oyugu B sekilli sarmala kiyasla daha
derin ve dardir, kiicik oyugu ise sig
ve genistir.

(J RNA'nin esnek olan bolgelerinde
(yani cift sarmal olusturmamis

kisimlarinda) RNA hassastir ve
kirtlabilir.
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Ribonucleic acid

Bir mRNA molekilindeki bir seri kodon.
Her kodon ¢ nlikleotitten olusmaktadir, bunlar genelde bir amino aside karsilik gelir.
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RNA kodon tablosu
Bu tablo 64 kodonu ve her kodonun kodladigi aminoasitleri gostermektedir.

Ala |GCU, GCC, GCA, GCG Leu |UUA, UUG, CUU, CUC,
CUA,
CUG

Arg |CGU,CGC, CGA, CGG, AGA,| Lys |AAA, AAG

AGG

Asn |AAU, AAC Met |AUG

Asp |GAU, GAC Phe |UUU, UUC

Cys |UGU,UGC Pro |CCU, CCC, CCA, CCG

GIn |CAA, CAG ser |UCU, UCC, UCA, UCG,
AGU,
AGGC

Glu |GAA GAG Thr |ACU, ACC, ACA, ACG

Gly |GGU, GGC, GGA, GGG Trp |UGG

His |CAU, CAC Tyr |UAU, UAC

lle |AUU, AUC, AUA val |GUU, GUC, GUA, GUG

START |AUG, GUG STOP |UAG, UGA, UAA




DNA

RNA

Cekirdek, mitokondri ve kloroplastig
bBulunur

Cekirdek, cekirdekcik, sitoplazma,
ribozom, mitokondri ve kloroplastta
bulunur.

Yapisinda deoksirnboz sekeri
bulunur,

Yapisinda riboz sekeri bulunur

A, G, S, T nukleotidlerinden
olusur.

A G, S, U nuklectidlerinden
olusgur.

Kendine ozgu baz Timindir

Kendine ozgu baz Umsildir

kalitimi saglar. Protein sentezinde
emir verir.

FProtein sentezinde gorevi vardir.

Cift sarmall yvapiya sahiptir

Tek sarmall vapiya sahiptir.

> genellikle

Hidroliz enzimi DNA gzdir

Hidroliz enzimi RNA azdir.

Kendini esler.

Kendini esleyemez.
DNA tarafindan yapilr.

DNA polimeraz enzimi tarmfindan
sentezlenir

RNA polimeraz enzimi tarafindan
sentezlenir

Tablo : DNA ile RNA nin Karsilastiriimasi



Nukleik asit analizleri icin kullanilan temel yontemler

Ornegin hazirlanmasi (DNA, RNA izolasyonu vs.),
Elektroforetik ayrim,

Amplifikasyon yontemleri (PCR, RT-PCR),

RFLP analizi,

AFLP (DNA parmak izi)

Hibridizasyon yontemleri,

Dizi (sekans)analizi

Klonlama

Rekombinant DNA teknolojisi
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DNA izolasyonu

* Canli hucrelere ait hucre zari veya canli hicre
duvarinin bazi kimyasal maddeler ve enzimler

ile yikilip DNA’nin ortaya cikarilmasina DNA
izolasyonu denir.



DNA izolasyonu molekuler biyolojinin

Yu

en temel tekniklerinden birisidir.

k<sek molekdl agirlikli DNA izolasyonu;
DNA parmak izi analizi,
DNA-protein etkilesiminin incelenmesi,

RFLP ( Restriction Fragment Lenght
Polymorphism),

Genomik kitiphane hazirlanmasinda
Gen ekspresyonu ve genom yapisinin analizinde

Arastirma laboratuvarlari ve endustride PCR
analizlerindeki artis ile cok 6nemli hale gelmistir.



DNA & RNA IZOLASYONU
3 Okaryotlarda DNA ve RNA cekirdekte bulunur.

[ Prokaryotlarda sitoplazmada serbest.

J Nikleik asitlere ulasabilmek icin hiicre zarlarini
parcalamak gerekir. e
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DNA & RNA IZOLASYONU

En sik kullanilan 3 metod ;

a) Kimyasal yolla izolasyon
b) Spin kolon teknigi
c) Magnetik bilye ile izolasyon



DNA & RNA IZOLASYONU

Hicrelerin parcalanmasi (Lysis)
Proteinlerin ve safsizliklarin
uzaklastiriimasi (purifikasyon)
DNA'nin presipite edilmesi
(Presipitasyon)




DNA & RNA [ZOLASYONU

a) KIMYASAL YOLLA IZOLASYON

v' Manuel teknik
v"  Fenolkloroform en sik kullanilan



Hlcre Butunlugunun Bozulmasi
* Kimyasal: Organik Solventler, deterjanlar

* Enzimatik: Proteinaz K (htcre zari
parcalama, protein denaturasyonu)
Lizozim, glukanaz (hlicre duv.
parcalanmasinda)

* Fiziksel: Osmotik sok, dondurma/
¢ozdurme

* Mekanik: Sonikasyon, homojenizasyon,
fransiz presi



Hicrelerin pargalanmasi
(Hucre Lizisi)

* Hicrenin parcalanmast ile yuksek molekiil

agirliklt DN Anin agiga cikmast,

Hiicre Deterjan jg Wy, %%

Sekil 3. Hucre membraninin parcalanmasi ve genomik DNA’nin ekstrasyonu
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Hicrelerin Parcalanmasi

Hucrenin parcalanmasi, DNA ve RNA izolasyonundaki
ilk ve izole edilen DNA ve RNA’ nin verim ve kalitesini
etkileyen en kritik asamalardan biridir.

Hucre parcalanmasi hizli ve etkili olmalidir.

Parcalama sonunda bag dokusu ve kemik gibi kati
dokular disindaki dokularda gozle gorulen partikullerin
bulunmamasi gerekmektedir.

Hucre ve doku parcalanmasinda en uygun metodun
secilmesi kalite ve verimin arttirilmasi bakimindan
oldukg¢a onemlidir. Kullanilan organizmanin turune gore

parcalama metodu secilmektedir.
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Kimyasal Yontemler

Deterjanlar: Triton X-100, SDS vb.

* Membran yapisini bozarak htcre
iceriginin ortama gecmesini saglarlar




Mekanik yontemler

Fransiz Presi

Celik bir kaba yerlestirilen
hucre suspansiyonu
Uuzerine uygulanan yuksek
basing¢la, huicreler klicuk
bir delikten gecirilir




Mekanik yontemler

Sonikasyon
Hucre suspansiyonuna
daldirilan sonikator,
titresim yaparak ve
yiksek ses dalgalariyla
hicre butinlGgini
bozar



Mekanik yontemler

Homojenizasyon
Cam homojenizator kabinda

pistonun duzenli donlisu ya da vurus
ile saglanan mekanik giicle, hiicreler
piston ve cam ¢eper arasinda sikistiri
— hiicre zari pargalanir,hiicre igerigi
tampona gecer, elde edilen
sliispansiyon,

butunliugi bozulmamis bir ¢ok
organeli icerir: HOMOJENAT olarak
adlandirilir
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Hucrelerin Parcalanmasi Cozeltiler;

Tris (Trishydroxymethylamiminomethane)

Tamponlama maddesi, pH 6-8, DNA'nin ¢ozlnur ve stabil
kalmasi

EDTA (Ethylenediamine-tetraacetic acid): DNAaz’larin

inhibisyonu . Magnhezyumu baglayarak DNaz aktivitesini
inhibe eder boylece DNA stabil halde kalabilir

NaCl : Fizyolojik sartlarda 100-150mM olmali, istenmeyen
cokelmeleri dnler

SDS (Sodyum dodecyl sulfate): iyonik deterjandir.
Membranlarin ve proteinlerin denatiirasyonu

Proteinaz K: DNA’ya bagli olan proteinleri (histonlar)
parcalar. 55°C’de iyi calisir.



DNA Purifikasyonu
(Fenol/Kloroform/lzoamilalkol)

Fenol ve Kloroform Organik solventler

Hidrofobik hiicre komponentleri bu
solventlere hapsolur: membran lipitleri,
hidrofobik polipeptidler, polisakkaritler gibi.

Gucli denaturasyon ajanlari
Proteinleri denatire ederler



DNA Purifikasyonu
(Fenol/Kloroform/lzoamilalkol)

* Fenol bir denature edici olarak davranir,
proteinler denatire olarak ¢cokelek olustururlar ve
ara fazda toplanirlar.

* Kloroform, fenolle genel olarak benzer 6zelliklere
sahiptir, ayrica sulu ve organik fazlar arasindaki
dayanikli olmayan baglari stabilize eder.

* |zoamilalkol de ara fazin stabilizasyonuna katki
saglar ve ayni zamanda kabarcik olusumunun
dnlenmesine yardim eder.



DNA Purifikasyonu
(Fenol/Kloroform/lzoamilalkol)

* Lizis buffer icinde DNA'ya 25/24/1 oranlarinda
hazirlanmis Fenol/Kloroform/Izoamilalkol esit
miktarda eklenir ve stirekli rotasyon yapilarak
karistirilir.

* DNA purifikasyonu icin kullanilacak fenol pH
8’de tamponlanmis olmalidir (pH 8 fenolde
DNA, pH 4.5 fenolde RNA sivi fazda kalir)



Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

Phenol layer

DNA and
RN.A
remains
h:ya'ier\ :
Allow to
settle
Prot=ins now it
in phenol
lyer L y
S o el
y,,&— & &
¥ €.
¥ h
¥ %
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LY K/
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Agueous layer {DNA & “Qp [\ '
Protain precipitata V ’ "



Zellextrakt

Agueous phase
Interphase

Organic phase

Phase separation Isopropanol precpitation

L — =

RNA Pellel

] interphase: proteins
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DNA'nin Presipite edilmesi

* Son asamada nukleik asitler deterjanlardan
ayrilir. Bu amacla ilk olarak sivi solusyon yuksek
konsantrasyonlu NaCl (>0.8 M NaCl) ve CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide)

karisimindan olusan bir presipitasyon ¢cozeltisi
ile muamele edilir.




DNA'nin Presipite edilmesi

* Tuz nukleik asit presipitati olusumu icin gereklidir.
Sodyum asetat tamponlama kapasitesi nedeniyle
NaCl yerine tercih edilebilir. Bu kosullar altinda
alkol icerisinde suda oldugundan daha ¢ozundur
olan deterjanlar, ntkleik asitler presipite olurken
vikanip atilabilirler.

* Takip eden %70 alkol ile muamele, nukleik
asitlerin geri kalan tuzdan arindirilarak ek
saflastirma yapilmasini saglar.



Hazir Kit Kullanarak DNA
Ekstraksiyonu

* Ticari kitler DNA purifikasyonu icin farkl
metodIar kullanir. Tum kitlerde htcre lizisi ve
protein denaturasyon basamaklari var. Bazi

<itler DNA'y1 baglamak icin silika-jel bazli

<olonlar icerir. DNA baglanmasini diger
componentleri uzaklastirmak icin yikama

pasamaklari izler ve DNA elusyonu dusuk tuz
iceren bufferlarla yapilir.




Hazir Kit Kullanarak DNA
Ekstraksiyonu

* Diger kitler yuksek konsantrasyonda tuzla
protein denaturasyonu ve alkol presipitasyonu
icerir.

* Bir grup kit ise DNA'nin monodisperse
manyetik partikillere baglanmasi esasina
dayantr.



Genomik DNA Izolasyonu Kitleri ile;

JdMemeli Hucre ve Dokulari
dFare kuyrugu

JKan

Bakters

JFormalinle /parafinle fikse edilmis/
gomulmus Doku

dTukruk
orneklerinden izolasyon yapilabilmektedir.




Elde ettigimiz DNA'y1 ;

Southern Blot,
PCR,
Genotipleme
Real Time PCR
Klonlama

Sekans Calismalari icin kullanabiliriz.



Elde ettigimiz RNA'y!

* Nucleic Acid Etiketleme,
 cDNA Kutuphanesi Olusturma ,
 RT-PCR (Endpoint),

* Northern Blotting,

* Real-Time PCR,

calismalari icin kullanabilliriz



DNA & RNA [ZOLASYONU

b) SPIN KOLON TEKNIGi



b) SPIN KOLON TEKNIGI

DNA-Protein Kompleksinin Cozlilmesi ve
Diger Molekullerden Ayrilmasi:

GUnumuzde teknolojinin de gelisimi ile
DNA’yI tutma 6zellikli spin kolonlar
kullanilmaya baslamistir.



b) SPIN KOLON TEKNIGI

* Spin kolonlarinin kullandigi fiziksel c6ziilmede
ise, 6zel solusyonlar ile DNA'nin tupler icine
Ozel olarak yerlestirilen matriks tabakasina
tutunmasi saglanr.

* Ayni asamada DNA haricindeki molekdller
matrikse tutunamadigi icin ortamdan
uzaklasir.



b) SPIN KOLON TEKNIGI

* Spin kolonlar belirli soltsyonlar ile yine DNA
harici maddelerin tamamen uzaklasmasi icin
“yikama” denilen isleme tabi tutulurlar.

* Son asamada ise DNA ile matriksi birbirinden
elimine eden soltusyonlarin kullanildig
“ElGsyon” asamasi vardir ve bu asama ile
birlikte DNA son halini almaktadir



c ) Manyetik Bilye Teknigi

1. Manual Sistem
2. Robot (Otomatize Sistem )
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*Bu sistemin izolasyon prensibi 6zel GL/
polimerlerle kapli manyetik bilye teknolojisine
dayanmaktadir.

*Ldkositlerden aciga cikan DNA'nin baglama
tamponuyla manyetik bilyelere baglanmasi
saglanir ve daha sonra proteinler, tuzlar ve
alkolin uzaklastirilmasindan sonra DNA,
manyetik rak Gzerinde elisyon tamponuyla
bilyelerden sivi faza alinir.



DNA & RNA [ZOLASYONU
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Manyetik Bilye Teknigi

Add beads and -Collect beads
Lyse blood cells binding buffer -Remove supernatant Add elution buffer
using lysis buffer to matrix -Wash with wash buffer and collect DNA

MagSi-DNA Beads

- Agarose electrophoresis
- PCR

~5 DNA - UV measurement

@ . Cell organelles/proteins R



DNA & RNA IZOLASYONU

Manyetik Bilye Teknigi —(Otomatize Sistem )




Manyetik bilye ile ayirma islemi

= ==
= — — — — —
magnet magnet

Elution of purified

Sample lysis OMA binding to Magnetic separation Separation of Washing of
ChargeSwitch® of beads in tips liquid solution magnetic beads DMA from beads at
from beads (pH =7.0) pH =8.5

magnetic beads at
pH <6.0



Genomik DNA’nin Spin Kolon Yéntemi ile
Saflastiriima Prosediirii

Steril mikrosantrifij tipe 200 pl kan 6rnegi
ilave edilir.
Ornege 20 pl Proteinaz K ilave edilir

20 pul RNaz A ilave edilir ve karistirilir, oda
sicakhginda 2 dk inklbe edilir.

200 pl Lizis/Binding tamponu ilave edilir ve vortex
ile karistirilarak homojen bir solGsyon elde edilir

55°C de 10 dk inkiibe edilerek proteinlerin
parcalanmasi saglanir.

200 pl %96-100’lik etanol ilave edilir ve 5 saniye
vortex ile karistirilarak homojen bir sollisyon elde
edilir.

Homojen karisim spin kolon tupune ilave edilir.




Genomik DNA’nin Spin Kolon Yontemi ile
Saflastiriima Prosediiri

Kolon oda sicakliginda 10,000 x g de 1 dk santrifuj edilir.
Spin kolonu temiz bir tape alinir.

500 ul yikama cozeltisi ilave edilir ve oda sicakliginda
10,000 x g de 1 dk santrifuj edilir.

Spin kolonu temiz bir tape alinir.

500 ul yikama cozeltisi 2 ilave edilir ve oda sicakliginda
maksimum hizda 3 dk santrifuj edilir.

Spin kolonu temiz steril mikrosantrifuj tuptne alinir.

25-200 pl Elution buffer ilave edilir ve 1 dk oda
sicakliginda inktbe edilir.

Oda sicakliginda maksimum hizda 1 dk santrifuj edilir.
Kolon uzaklastirilr.
Tapte saf DNA bulunmaktadir.



Spin Kolon Yontemi lle Tam Kandan
RNA'nin Saflastirilma Prosediirii

200 pl tam kan 6rnegi 1,5 ml steril RNaz-free
mikrosantrifij tupe alinir.

200 pl 2-merkaptoetanol iceren lizis tamponu ilave edilir.

Vorteks ile iyice karistirilir ve oda sicakliginda 12,000 x g
de 2 dk santriftj edilir.

Supernatan kismi 1,5 ml temiz RNaz-free mikrosantrifij
tipe alinir.

Mikrosantrifij tipe 200 ul %100 etanol ilave edilir ve
vorteks ile karistirilir.

Homojen karisim spin kolon bulunan tupe ilave edilir ve
oda sicakliginda 12,000 x g de 15 saniye santriflj edilir.
Tapte kalan kisim atilir.



Spin Kolon Yontemi lle Tam Kandan
RNA'nin Saflastirilma Prosediirii

700 ul yikama c¢ozeltisi ilave edilir ve oda sicakliginda
12,000 x g de 15 s santrifuj edilir.

Spin kolonu temiz bir tipe alinir.

500 ul yikama c¢ozeltisi 2 ilave edilir ve oda sicakliginda
12,000 x g de 15s santrifuj edilir.

Yikama islemi tekrarlanir.
Spin kolonu temiz bir tape alinir.

30-300 pl RNaz-free suilave edilir ve 1 dk oda sicakliginda
inkUbe edilir.

Oda sicakliginda 12,000 x g de 2 dk santriftj edilir.
Kolon uzaklastirilir.
Tupte saf RNA bulunmaktadir.



Miktar ve KaliteTayini

* Nukleotidlerin heterosiklik halkalari 260 nm Dalga
boyundaki 1sig1 maximum absorbe etme 6zelligi
tasidigindan, bu dalga boyundaki absorbansi
nukleik asitlerin miktarinin bir 6lcusudur. Buna
gore DNA/RNA’nin miktar ve saflig
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarinda elde edilecek degerlerden
belirlenebilir. |




Miktar Tayini

* 1 optik dansite (OD) cift iplikli DNA icin 50 pg/ml. tek
iplikli DNA veya RNA icin 40 pug/ml. ve oligontkleotidler
icin ise 20 pg/ml’ye karsilik gelmektedir.

Ornegin, izole edilen DNA cift iplikli ise,miktarinin
belirlenmesi icin asagidaki formdulden yararlanilir.

 DNA(pg/ml) = 260 nm.deki OD x katsayi (50) x seyreltme
faktora



Kalite Tayini

DNA 260 nm, proteinler 280 nm dalga boylarinda
pik yapmaktadir.

Temiz bir DNA'da A ,¢(/230 0rani 1.80 ile 2.0
arasinda;

1.8’in altinda elde edilen A ,¢/,50 degeri protein
kontaminasyonunu, 2’nin tzerinde elde edilen

A 260/280) degeri de RNA kontaminasyonunu isaret
etmektedir.

PCR yonteminde ne kadar saf DNA izole edilebilirse
bantlarin belirginligi o derece artmaktadir.



Klonlama prosediiriinde, yetiskin bir
koyunun memesinden alinan hiicreler,
durgun faza ulasincaya kadar kiiltiirde
kalir ve biiyiimesi ya da boliinmesi
durdurulur. Kiiltiirden bir hiicre alinir,
baska bir koyundan alinan ¢ekirdegi
¢ikanlmms bir yumurtayla birlestirilir.
Sonra yumurta, invitro gelismeye baslar
ve gelismenin normal oldugu anlasildiktan
sonra, tastyict anne koyunun rahmine
aktanlir. Ancak bu yolla yaratilan 277
embriyodan sadece 29'u tasiyic1 annelere
nakledilebilecek normallikte gelismistir.
Bu 29 drnekten ise sadece bir kuzu
basanl olmustur. Aym deney dizisinde,
hiicreler, erken embriyodan ve
klonlanmaya calisilan fetiisten de alimir.
Ancak bu yolla bile basar sansi %1'i

gecmez.

Klonlama

Bir koyunun memesinden

alinan verici hiicre s
Verici

3 gekirdegi

. \ Bu iki hiicre elektro sok

kullamlarak birlegtiritir

YUMURTA HUCRESI t Ty
O murta hiicresinin »
{/yna;an hiicre
omal bir sekilde

cekirdegi gikanbr
Yetigkin digi bir koyundan
alinan bir yumurta hiicresi

¥

EMBRIYO
. I / :
KLON Embriyo bir annenin
KUZu mbriyo normal uterusuna yerlestirilir

bir kuzu seklinde geligir
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